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論文内容要約 
第 1章  緒論 
医療から素材・エネルギーに亘る広範な産業分野において，構造明確な糖鎖あるいは複合糖質を容易に供給で
きる合成技術が喫緊に必要とされている．糖鎖合成における鍵反応は，糖分子どうしを結合させるグリコシル化
反応であり，その有力な手法として糖加水分解酵素を用いる合成法が近年注目されている．中でも，環状糖化合
物の一種である糖オキサゾリンが，ある種のN-アセチルグルコサミニダーゼが触媒するグリコシル化反応におい
て，極めて有効なドナー基質であることが明らかとなり，様々な糖鎖や複合糖質の合成に利用されている 1．こ
うした背景から，我々は，同じく環状糖化合物の 1,2-アンヒドロ糖もまた糖加水分解酵素の優れたドナー基質に
なりうると考えた．本研究では，1,2-アンヒドロ糖の合成法を新たに確立し，さらに，1,2-アンヒドロ糖をドナー
基質とする酵素的グリコシル化反応の開発を行った． 
第 2章  無保護 1,2-アンヒドロ糖の合成と化学的性質 
1,2-アンヒドロ糖は6員環と3員環の縮環により高度
に歪んだ構造を有する糖化合物であり，無保護での合成
は未だ達成されていない．一方，当研究室では，水溶性
の脱水縮合剤を用いることにより，各種配糖体が
1,2-trans選択的に得られることを見出している 2．この
立体選択性の発現は中間体としての 1,2-アンヒドロ糖
の存在を示唆するものである．本章では，1,2-アンヒド
ロ糖が 1位と 2 位ヒドロキシ基の間における脱水縮合
生成物である点に着目し，本手法による 1,2-アンヒドロ
糖の合成について検討した．D-グルコースを基質とし，
脱水縮合剤および塩基に 2-クロロ-1,3-ジメチルイミダ
ゾリニウムクロリド(DMC)とトリエチルアミン(Et3N)
をそれぞれ用いて，重水-アセトニトリル混合溶媒中，
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Figure 1  
13
C NMR spectra of D-glucose (upper) and 
the reaction product (lower). 
Scheme 1  Direct synthesis of unprotected 1,2-anhydro 
glucose by using DMC in aqueous solutions. 
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-10 °Cにて反応溶液のNMRを直接測定した(Scheme 1)．
その結果，13C NMRにおいて，生成物の 1位と 2位の
炭素シグナルに，エポキシ化特有の顕著な高磁場シフト
が認められた(Figure 1)．また，1H NMRをはじめとする
各種NMRにおいても，1,2-アンヒドロ糖の生成を支持
する結果が得られた．続いて，1,2-アンヒドログルコー
スの単離を試みたが，精製途中で加水分解が進行してし
まい単離できなかった．1,2-アンヒドロ糖の安定性につ
いて調べるため，上述の条件にて経時変化を測定したと
ころ，時間経過に伴い緩やかに減少する結果が得られた 
(t1/2  110 min)．加水分解は少なからず進行するが，0 °C以下の低温条件であれば 1,2-アンヒドロ糖は比較的高い
安定性を示すことから，後述する酵素反応への応用は十分に可能であると考える．種々の無保護糖を基質として
エポキシ化反応を検討したところ，各種 1,2-アンヒドロ糖の生成を確認した(Table 1)3． 
第 3章  1,2-アンヒドロ糖を認識する酵素の探索と酵素的グリコシル化反応への応用 
本章では，1,2-アンヒドロセロビオースをドナー基質とし，セルラーゼ系の加水分解酵素を中心に糖転移活性
を示す酵素を探索した．なお，1,2-アンヒドロ糖の安定性の観点から，エポキシ化反応と酵素反応はワンポット
にて実施した．第 2 章で確立した手法をもとにセロビオースを 1,2-アンヒドロ糖へと変換し，3-モルホリノプロ
パンスルホン酸(MOPS)を添加して反応溶液の pH を中性域に下げた後，即座に酵素を添加して反応を追跡した．
粗酵素スクリーニングの結果，Aspergillus sp.由来のEndoglucanase III(ノボザイムズ社)に明確な糖転移活性が認め
られ，生成物として四糖のセロテトラオースが得られた(Scheme 2)． 
 
 
 
 
 
 
 
次に，この粗酵素製剤から糖転移活性を示す酵素タンパク質を精製し，トリプシンによる消化・断片化後，
LC-MS/MSおよびMASCOT®により同定した結果，糖質加水分解酵素(Glycoside Hydrolase; GH)ファミリ 1ー2に分
類されるAspergillus aculeatus由来の endo-β-1,4-glucanase I (End I)であることが判明した．本研究では，End Iとの
相同性が高いAspergillus aculeatus F-50由来 endo-β-1,4-glucanase I (FI-CMCase)について糖転移活性を評価した結果， 
Entry Substrate (mM) Dehydrating agent (eq) Et3N [eq] Yield [%]
b)
1 Glucose (250) DMC (2) 6 63
2 Mannose (250) DMC (3) 9 50
3 Allose (250) DMC (3) 9 65
4 Galactose (250) DMC (2) 6 27
5 Xylose (250) DMC (3) 9 73
6 Rhamnose (250) CDMBIc) (3) 9 66
7 Cellobiose (125) DMC (3) 9 61
8 Lactose (125) DMC (3) 9 64
9 Xylobiose (125) CDMBI (3) 9 52
10 Maltose (125) DMC (3) 9 43
11 Melibiose (125) CDMBI (3) 9 64
12 Isomaltotriose (125) CDMBI (3) 9 51
a) Reactions were carried out in 1:1 D2O/CH3CN at -10 
oC.
1H NMR was measured after 10 min from the start of the reaction.
b) Determined by 1H NMR.
c) CDMBI: 2-Chloro-1,3-dimethylbenzimidazolinium chloride
Table 1  Synthesis of 1,2-anhydro sugars from various 
unprotected saccharides 
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Scheme 2  Enzymatic glycosylation reaction of 1,2-anhydro cellobiose catalyzed by Endoglucanase III. 
上述の Endoglucanase IIIと同様 1,2-アンヒドロセロビ
オースをドナー基質とする糖転移反応が進行し，糖転
移生成物としてセロテトラオースが得られた．以降の
実験ではFI-CMCaseを用いる糖転移反応について詳細
に検討した．酵素反応の条件検討を行った結果，中和
剤としてMOPSの代わりに3-モルホリノエタンスルホ
ン酸(MES)を添加した際に収率の向上が認められた
(Table 2, entry 2)．酢酸ならびに酢酸バッファーでは， 
収率にほとんど変化はみられなかった(entries 3 and 4)．また，酵素反応開始時に，糖アクセプターとして追加のセ
ロビオースを添加したところ，糖転移収率は 42%まで向上した(entries 5-7)．さらに，アクセプターとしてセロビ
オース誘導体を添加することで，1,2-アンヒドロ糖との糖転移反応が進行することを見出した(Scheme 3)．すなわ
ち，酵素添加時に糖アクセプターとして Cel-β-OMeあるいはCel-α-SPhを添加したところ，それぞれのアクセプ
ターにセロビオースが転移した糖転移生成物が得られた(Figure 2)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 4章  総括 
本論文では，1,2-アンヒドロ糖の合成法ならびに酵素的グリコシル化反応への応用に関する研究についてまと
めた．第 2章では，水溶性脱水縮合剤による無保護糖の直接誘導体化法を応用することにより，低温条件下にお
ける無保護 1,2-アンヒドロ糖の合成を達成した．第 3 章では，1,2-アンヒドロセロビオースが GH ファミリ 1ー2
に属するFI-CMCaseにドナー基質として認識され，各種糖アクセプターとの糖転移反応が進行することを見出し
た．今後，各種 1,2-アンヒドロ糖と糖質加水分解酵素の組合せが網羅的に検討されることで，本手法によるグリ
コシル化反応のさらなる適用範囲の拡大と発展が期待される． 
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Entry
Substrate 
concn [mM]
Neutralizing reagent 
(4 eq) b)
Additional cellobiose
[eq] b)
Yield [%] c)
1 10.2 MOPS - 18
2 10.2 MES - 24
3 10.2 AcOH - 17
4 10.2
250 mM Na-acetate 
buffer (pH 4.0)
- 17
5 10.2 MES 1 33
6 5.1 MES 2 37
7 5.1 MES 4 42
a) All reaction were carried out in CH3CN/H2O=1:1  at 0 
oC for 1h :
FI-CMCase 5.5 wt % for 1,2-anhydro cellobiose.
b) Equivalence against initial cellobiose
c) Yields was calculated by HPLC based on the 1,2-anhydro cellobiose.
Table 2  Effect of the neutralizing reagent and the 
additional cellobiose on the yield of cellotetraose 
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Scheme 3  FI-CMCase-catalyzed transglycosylation reaction of 
1,2-anhydro cellobiose with various glycosyl acceptors. 
Figure 2  HPLC charts of reaction mixtures; 
Acceptor: Cel-β-OMe (a), Cel-α-SPh (b). 
